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1 Kirjallisuuskatsaus 
 
1.1 Reovirukset 
 
Ensimmäiset reovirukset löydettiin ihmisen hengitysteistä ja suolistosta, mutta niiden 
merkitystä taudinaiheuttajana ei tunnettu. Tästä syystä ne nimettiin sanoilla ”respiratory 
enteric orphan”. Sanojen alkukirjaimista muodostuu nimi ”reo” (Jones & Rosenberg 2008). 
Reovirukset kuuluvat Reoviridae -heimoon ja Orhtoreovirus -sukuun.  Reoviridae-heimoon 
kuuluu moninainen joukko viruksia, joilla on kyky infektoida hyvin erilaisia isäntälajeja 
aina nisäkkäistä simpukoihin ja kasveihin. Eläinlääketieteellisesti merkittäviä sukuja ovat 
orthoreovirusten lisäksi rota- ja orbivirukset. Rotavirukset aiheuttavat lähinnä ripulitauteja, 
orbiviruksiin puolestaan kuuluu muun muassa märehtijöille sinikielitautia aiheuttava 
bluetongue -virus (Mertens 2004).  
 
1.1.1 Orthoreovirukset 
 
Orthoreovirukset eli reovirukset ovat vaipattomia viruksia, joilla on ikosahedraalinen 
kaksinkertainen proteiinikapsidi. Virioni on keskikoinen ja sen läpimitta on noin 75 -100 
nm (Stott 1999). Reoviruksilla on kaksijuosteinen RNA-genomi, joka on segmentoitunut 
kymmeneen osaan (Jones & Rosenberg 2008).  
 
Toisin kuin muut vaipattomat virukset, jotkut orthoreovirukset voivat aiheuttaa solujen 
yhteenliittymistä eli fusogeniaa soluviljelmässä (Jones & Rosenberg 2008). 
Orthoreovirukset voidaan jakaa edelleen alaryhmiin niiden isäntäkirjon ja fusogeenisen 
kyvyn perusteella. Alaryhmään I kuuluvat nisäkkäitä infektoivat ei-fusogeeniset virukset. 
Ilmeisesti valtaosa niistä ei aiheuta kliinisiä oireita, mutta mikäli oireita ilmenee, ne ovat 
lähinnä hengitystie- ja ripulioireita. Ryhmään II kuuluvat fusogeeniset lintujen reovirukset 
(avian reovirus eli ARV) ja Nelson Bay- virus, joka infektoi lepakkolajia Pteropus 
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poliocephalus (Duncan 1999). Muihin alaryhmiin kuuluu muun muassa paviaanien ja 
matelijoiden reoviruksia (Mertens 2004). 
 
1.2 Lintujen reovirukset 
 
1.2.1 Reovirusinfektiot 
 
Lintujen reovirukset ovat ekonomisesti tärkeä virusryhmä, sillä ne aiheuttavat taloudellisia 
tappioita siipikarjatuotannolle. Reoviruksia esiintyy todennäköisesti kaikissa 
siipikarjapopulaatioissa ympäri maailmaa, usein myös kliinisesti terveissä yksilöissä. 
Kuitenkin reovirukset on voitu yhdistää myös lukuisiin eri sairauksiin, kuten jänne- ja 
jännetupintulehdukseen eli artriittiin ja tenosynovoiittiin sekä hengitystie- ja 
sydänsairauksiin, immuunikatoon ja tarttuvaan kääpiökasvuun (engl. malabsorption 
syndrome eli MAS) (Stott 1999) (Sterner ym. 1989). Vain artriitin ja tenosynoviitin 
tapauksissa reovirusten ja oireiden välillä on todettu selkeä syy-seuraus – suhde. Mitään 
tiettyä viruskantaa ei ole myöskään onnistuttu yhdistämään vain tietyntyyppisiin oireisiin 
(Kant ym. 2003). Nuoret linnut ovat infektiolle ja oireille selvästi aikuisia alttiimpia. 
Sairastuvuuteen vaikuttavat merkittävästi myös lintujen yleiskunto, viruksen patotyyppi ja 
infektioreitti. Reovirukset ovatkin ilmeisesti melko opportunistisia patogeeneja, ja kliiniset 
oireet riippuvat usein myös muista tekijöistä, kuten olosuhteista ja muista 
taudinaiheuttajista (Jones & Rosenberg 2008). Samanaikaisen infektion muun muassa 
Eimeria- suvun alkueläinten ja Gumboron tautia aiheuttavan viruksen kanssa on todettu 
lisäävän reovirusten patogeenisuutta (Ruff & Rosenberger 1985) (Springer ym. 1983). 
Joissain tapauksissa tutkittujen lintujen kliinisten oireiden on voitu todeta johtuvan 
reovirusinfektiosta, mutta monesti viruksen yhteys mahdollisiin oireisiin on jäänyt 
epäselväksi tai virus on eristetty kliinisesti terveestä linnusta. Reoviruksista noin 80% 
uskotaan olevan ei-patogeenisiä. Niitä tavataan yleisesti myös kliinisesti oireettomien 
lintujen ruoansulatuskanavassa ja hengitysteissä (Jones & Rosenberg 2008).  
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1.2.2 Isäntälajit 
 
Reovirusinfektioita on todettu lukuisilla lintulajeilla ympäri maailmaa. Infektioita on 
raportoitu muun muassa kanoilla, broilereilla, kalkkunoilla, sorsilla, hanhilla, haahkoilla, 
papukaijoilla, variksella ja strutsilla (Zhang ym. 2006)(Hollmen ym. 2002)(van den Brand 
ym. 2007)(Huhtamo ym. 2007)(Sakai ym. 2008).  
 
Eri lintulajeja infektoivien reovirusten sukulaisuuksia on pyritty selvittämään 
sekvenssianalyyseillä. Niiden perusteella on ehdotettu, että kanojen reovirukset 
muodostaisivat oman alaryhmänsä ja kalkkunoiden, sorsien ja hanhien reovirukset olisivat 
keskenään läheisempää sukua (Sellers ym. 2004) (Banyai ym. 2005). Jaottelu on kuitenkin 
vielä keskeneräinen, eikä sillä ole merkitystä käytännön diagnostiikassa. 
 
1.2.3 Rakenne ja ominaisuudet 
 
Kaikkien orthoreovirusten rakenne on hyvin samankaltainen (Benavente & Martinez-
Costas 2007). Kuvassa 1 on esitetty lintujen reovirusten kaavakuva. Reovirusten genomi 
koostuu kymmenestä kaksijuosteisesta RNA-segmentistä, jotka jaetaan kokonsa perusteella 
suuriin (L-luokka), keskikokoisiin (M-luokka) ja pieniin (S-luokka). Genomi tuottaa 12 
erilaista translaatiotuotetta, joista kahdeksan on virioneissa esiintyviä rakenneproteiineja 
(Martinez-Costas ym. 1997)(Varela & Benavente 1994). L-luokan geenien tuotteita 
merkitään λ-etuliitteellä, M-luokan ja S-luokan geenien tuotteita vastaavasti µ- ja σ- 
etuliitteillä. Virionin transkriptaasikompleksin muodostavat proteiinit µA ja λB, sisemmän 
kapsidin σA ja λA, ulomman kapsidin σB ja µB, ikosahedrin kulmissa olevat tornirakenteet 
muodostaa λC ja niistä työntyvät soluun kiinnittyvät piikit muodostaa σC. Genomin 
segmentoituminen mahdollistaa segmenttien vaihdon kahden eri viruksen välillä, mikäli ne 
infektoivat yhtä aikaa samaa solua. Vaihtoa kutsutaan geenien uudelleenjärjestäytymiseksi 
(engl. reassortment), ja se edesauttaa ominaisuuksiltaan uudenlaisten virusten 
muodostumista (Benavente & Martinez-Costas 2007). Lisäksi reoviruksilla ei ole 
polymeraasin korjauslukuominaisuutta. Nämä ominaisuudet yhdistettynä isännän 
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immuunivasteen tuottamaan valintapaineeseen mahdollistavat genomin nopean 
muuntumisen ja sopeutumisen laajaan isäntälajikirjoon (Wellehan ym. 2009).  
 
 
 
Kuva 1. Kaavakuva lintujen reoviruksen infektiivisestä viruspartikkelista (Benavente & 
Martinez-Costas 2007). 
 
Vaipattomina viruksina reovirukset ovat suhteellisen kestäviä. Jopa useiden tuntien 
käsittely 60 °C:ssa ei riitä niiden inaktivointiin (Jones & Rosenberg 2008). Virukset 
säilyvät infektiokykyisinä useita päiviä siipikarjatilojen rakenteissa, höyhenissä ja ruuassa 
sekä jopa kymmenen viikkoa juomavedessä (Savage & Jones 2003). 
 
Lintujen reovirukset ovat fusogeenisiä, mikä helpottaa niiden tutkimusta soluviljelmissä. 
Sytopaattinen efekti (engl cytopathic effect eli CPE) näkyy solujen yhteenliittymisenä ja 
lopulta irtoamisena solumatosta, jolloin mattoon jää suuria soluttomia aukkoja. Reovirukset 
kasvavat monissa tunnetuissa solulinjoissa, kuten Vero- ja BHK-soluissa. Usein 
sytopaattinen efekti voidaan todeta vasta kun viruskanta on adaptoitunut kyseiseen 
solulinjaan (Barta ym. 1984). Lintujen reovirukset eivät tuota hemmagglutiinia, toisin kuin 
nisäkkäiden reovirukset (Jones & Rosenberg 2008). 
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1.2.4 Reovirusten infektiomekanismit 
 
Lintujen reovirusten käyttämiä solureseptoreita ei vielä tunneta, mutta niiden uskotaan 
olevan solukalvon proteiinirakenteita, joihin σC:n muodostamat piikit sitoutuvat. Koska 
lintujen reovirukset voivat infektoida myös nisäkässoluja, ovat nämä rakenteet linnuille ja 
nisäkkäille yhteisiä (Benavente & Martinez-Costas 2007). Solun sisälle pääsy tapahtuu 
reseptorivälitteisellä endosytoosilla. Virus vapautuu ulommasta kapsidistaan endosomissa 
ja endosomista solulimaan pääsy edellyttää endosomin asidifikaatiota (Duncan 1996). 
Transkripitio tapahtuu viruksen omalla RNA-polymeraasilla sytoplasmassa ei-
rakenneproteiinien muodostamissa pallomaisissa rakennelmissa. Translaatiossa käytetään 
isäntäsolun ribosomeja. Uudet virionit kootaan sytoplasmassa niin ikään ei-
rakenneproteiinien avustuksella. Uudet virukset vapautuvat ympäristöön isäntäsolun 
hajotessa (Benavente & Martinez-Costas 2006). 
 
Reovirusten replikaatiota on kuvattu linnuilla useissa eri elimissä, mutta pääasiallisesti 
replikaatio keskittyy suoleen (Jones ym. 1989), maksaan (Heggen-Peay ym. 2002) ja 
tibiotarsaali-metatarsaaliniveleen eli kinnerniveleen (Olson & Kerr 1966). 
 
Reovirusten pääasialliset tartuntareitit ovat suun ja hengitysteiden kautta, ja infektion lähde 
on yleensä uloste (Jones & Onunkwo 1978). Lisäksi virus voi levitä vertikaalisesti emosta 
munaan (Menendez ym. 1975). On myös raportoitu, että reovirus voi levitä rikkoutuneen 
jalan ihon kautta ja hakeutua kinnerniveleen, jossa se aiheuttaa artriittia ja tenosynoviittia 
(al Afaleq & Jones 1990). 
 
1.3 Artriitti ja tenosynoviitti 
 
Reovirusten broilereille aiheuttama artriitti ja tenosynoviitti huonontavat olennaisesti 
siipikarjan hyvinvointia. Lisäksi ne aiheuttavat tuotantotappioita ja ovat siksi taloudellisesti 
merkittäviä tauteja. Tauti on yleisin broilereilla, mutta sitä tavataan myös kanoilla. 
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Kalkkunoiden taudista on ristiriitaisia tuloksia, mutta ilmeisesti kalkkunat ovat kanoja ja 
broilereita resistentimpiä reovirusten aiheuttamille nivel- ja jännetulehduksille (Jones & 
Rosenberg 2008). 
 
1.3.1 Esiintyvyys 
 
Ensimmäiset reovirusten aiheuttamat jännetulehdukset broilereilla todettiin 50-luvulla 
USA:ssa ja Englannissa (Fahey & Crawley 1954). Taudinaiheuttajaa ei tuolloin vielä 
tarkemmin tunnettu, joten sitä kutsuttiin nimellä ”viral arthritis agent”. Virus tunnistettiin 
myöhemmin reovirukseksi (Petek ym. 1967). Ensimmäisten raporttien jälkeen tautia 
alettiin diagnosoida myös muualla, ja sen esiintyvyyden uskotaan olevan 
maailmanlaajuinen (Jones & Rosenberg 2008). Suomessa ensimmäiset tähän selvitykseen 
johtaneet artriitin ja tenosynoviitin oireet siipikarjassa todettiin keväällä 2008. Kuitenkin 
valtaosasta tutkittuja siipikarjaparvia löytyy vasta-aineita reoviruksille, mikä tarkoittaa, että 
ne ovat olleet kosketuksissa reoviruksiin (Aalto ym. 1996). 
 
1.3.2 Kliiniset oireet 
 
Reovirukset aiheuttavat kinnernivelen artriittia ja tenosynoviittia. Oireet esiintyvät 
samanaikaisesti, joskin niiden vakavuus voi vaihdella. Artriitti ja tenosynoviitti näkyvät 
aluksi lintujen apaattisuutena ja vähentyneenä liikkumisena. Tulehtunut kinnernivel on 
turvonnut ja lämmin. Tulehdukseen liittyy aina myös kipu, jota eläimillä voi olla kuitenkin 
vaikea havaita. Pitkälle edenneenä tulehdus voi aiheuttaa akillesjänteen repeämän. 
Akillesjänne yhdistää kaksi pohjelihasta (musculus gastrocnemius ja musculus soleus) 
kantaluun takaosaan. Mikäli jänne on revennyt, lintu ei voi astua sillä jalalla. Jos tulehdus 
on molemmissa jaloissa, liikkuminen vaikeutuu entisestään. Molemmanpuoleinen 
akillesjänteen repeämä estää liikkumisen täysin ja lintu jää paikalleen istumaan. Äkillisen 
repeämän seurauksena ihonalaiskudoksessa on verenvuotoa. Vanhemmissa repeämissä 
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ihonalaiskudos on vihertävää. Kroonisemmissa tapauksissa ihonalaiskudoksessa on 
tunnusteltavissa vain kovettumia ja veri on imeytynyt (Jones & Rosenberg 2008). 
 
1.3.3 Diagnoosi 
 
Alustava diagnoosi tapahtuu kliinisten oireiden perusteella. Eräät bakteerit, kuten 
Mycoplasma synoviae ja stafylokokit voivat kuitenkin aiheuttaa samantyyppisiä 
tulehdusoireita (Jones & Rosenberg 2008). Siksi diagnoosille on tarpeen viruksen tai 
virusgenomin eristys. Varmin diagnoosi saadaan osoittamalla virus tulehtuneesta nivelestä, 
akillesjänteestä tai nivelpussista. Viruksen osoitus muista kudoksista, esimerkiksi 
ruoansulatuskanavan elimistä ei ole diagnoosin kannalta merkityksellistä, sillä niissä 
virusta tavataan myös oireettomilla linnuilla.  
 
Kuvattuja käyttökelpoisia menetelmiä viruksen osoitukseen ovat muun muassa kasvatus 
kanan sikiössä tai soluviljelmässä, geelipresipitaatio sopivalla vasta-aineella sekä 
elektronimikroskopia (Jones & Rosenberg 2008). Diagnoosin kannalta kätevintä on 
kuitenkin virusgenomin osoitus nopeilla ja tarkoilla molekyylibiologisilla menetelmillä. 
Niissä viruksen RNA genomi on käänneettävä cDNAksi, jonka jälkeen sitä voidaan 
monistaa polymeraasiketjureaktiolla (engl. polymerase chain reaction eli PCR). 
Valitsemalla viruksen genomista soveltuvia osia, voidaan monistaa joko konservoituneita 
tai runsaammin muuntelua sisältäviä alueita. Lintujen reovirusten genomista onkin 
raportoitu useita alueita, muun muassa proteiineja σA, σB, σC ja RNA-polymeraasia 
koodaavia geenejä (Ke ym. 2006) (Zhang ym. 2006)(Lee ym. 1998) (Kant ym. 2003) 
(Wellehan ym. 2009). Tutkimukset ovat painottaneet virusten taksonomiaa ja ovat 
auttaneet reovirusten sukulaisuussuhteiden arvioinnissa.  
 
Vasta-aineita reoviruksia vastaan voidaan todeta seerumista esimerkiksi ELISA-testillä  
(Lin ym. 2006). Seropositiivisuus ei kuitenkaan ole riittävä diagnoosimenetelmä artriitin ja 
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tenosynoviitin tapauksessa oireettomien reovirusinfektioiden yleisyyden vuoksi. Lähinnä 
sen käyttökelpoisuus rajoittuu rokotusvasteen seurantaan (Jones & Rosenberg 2008).  
 
1.3.4 Taudin ehkäisy 
 
Oireiden esiintyvyyttä pyritään kontrolloimaan rokotuksin. Yleisin rokotetyyppi perustuu 
kantaan S1133. Rokotusten teho on kuitenkin heikko reovirusten laajan antigeenivariaation 
vuoksi. Siksi tietty rokote antaa suojaa vain kyseistä serotyyppiä vastaan. Lisäksi usean 
rokotteen samanaikainen anto voi heikentää niiden tehoa (Jones & Rosenberg 2008). 
Elävien rokotteiden käyttöön liittyy aina myös riski, että rokote sisältää infektiivisiä 
patogeenisia viruksia, jotka voivat aiheuttaa infektioita (Bruhn ym. 2005). Rokotteet 
siipikarjan reoviruksia vastaan ovat yleisesti käytössä muun muassa Keski-Euroopassa. 
Suomessa siipikarjaa ei rokoteta reoviruksia vastaan. 
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2 Työn tarkoitus 
 
Tutkielman tarkoituksena oli perustaa elintarviketurvallisuusvirasto Eviran 
eläintautivirologian tutkimusyksikköön diagnostinen menetelmä lintujen reovirusten 
osoittamiseksi. Aihe tuli ajankohtaiseksi, kun teuraslinjoilla havaittiin broilereita, joiden 
kinnernivelet olivat tulehtuneet ja vihertävät. Monilla todettiin myös akillesjänteen 
repeämä. Tulehdusoireet muistuttivat paljolti kirjallisuudessa kuvattua artriittia ja 
tenosynoviittia, joka on reovirusten aiheuttama jännetulehdus. Tautia ei ole aiemmin 
varmuudella todettu siipikarjalla Suomessa. Menetelmän kehittämisen lisäksi oli tarkoitus 
selvittää, ovatko havaitut jännetulehdukset reovirusten aiheuttamia. 
 
Menetelmäksi valittiin RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) sen 
herkkyyden ja nopeuden vuoksi. Lisäksi menetelmän etuna on se, ettei se edellytä elävän 
viruksen löytymistä, vaan viruksen genomin läsnäolo riittää positiiviseen diagnoosiin. 
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3 Aineisto ja menetelmät 
3.1 Näytteet ja kontrollit 
Näytemateriaalina käytettiin broilereita, joilla oli todettu jännetulehdus, ja jotka lähetettiin 
Eviraan jatkotutkimuksiin. Kuvassa 1. näkyy broilerin koipi, josta akillesjänne on revennyt. 
Yhteensä broilereita tutkittiin 37 kappaletta. Näistä 24 oli tuotantopolven broilereita, viisi 
oli emopolven broilereita ja loppujen tuotantosuuntaa ei mainittu. Lisäksi mukana oli kaksi 
kalkkunaa, joilla oli samantyyppiset tulehdusoireet. Lintujen jaloista preparoitiin 
tulehtuneet jänteet ja jännetupet, joista tehtiin viruseristys. Yhdeksästä näytteestä tutkittiin 
viruksen varalta synoviaa eli nivelnestettä. Taulukossa 6 on esitetty näytemateriaalit ja 
niistä tehdyt tutkimukset. 
 
 
Kuva 2. Revennyt akillesjänne (ylhäällä) ja normaali jänne (alhaalla) (kuva: Laila Rossow, 
Evira). 
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Positiivisina kontrolleina käytettin kolmea reo-kantaa, jotka olivat vr826 (American Type 
Culture Collection, ATCC), reo tanskalainen (58. pasaasi, Eviran kantakokoelma) ja 
Tvärminne Avian Virus (TVAV) (Huhtamo ym. 2007). 
 
3.2 Virusgenomin eristys 
 
Jännenäytteet hienonnettiin pilkkomalla jänne ja osa jännetuppea pieniksi paloiksi. 
Kudospalojen paino vaihteli välillä 0,1- 0,7 grammaa. Näytteisiin lisättiin 2-5 ml HANK´S 
–liuosta (Gibco), johon oli lisätty 0,5 % NaHCO3 (Gibco)  ja porattiin ultra-thurrax-
laitteella. Tällä menetelmällä kudokset ja osa soluista rikkoutuu ja virukset vapautuvat 
nesteeseen. Näyte sentrifugoitiin, supernatantti erotettiin ja siihen lisättiin 10 % penisilliini-
streptomysiini-liuosta bakteerikasvun estämiseksi. Jännenäytteistä eristettiin RNA RNeasy 
mini-kitillä (Qiagen) ja nivelnesteistä ja kontrollikannoista Viral RNA mini -kitillä 
(Qiagen).  
 
3.3 PCR-alukkeet 
 
PCR-reaktioissa käytetiin kolmea alukeparia (taulukko 1), jotka on aiemmissa 
tutkimuksissa todettu lintujen reoviruksilla toimiviksi (Ke ym. 2006)(Zhang ym. 
2006)(Kant ym. 2003). Vain alukkeita ReoS2 oli muokattu niin, että niiden 5´ päihin oli 
lisätty viisi nukleotidiä, jolloin alukkeista saatiin alkuperäisiä pidemmät. Tällä pyrittiin 
parantamaan alukkeiden sitoutumista monistettavaan DNAhan. Alukkeet ReoS2 
monistavat σA-proteiinia koodaavasta geenistä noin 240 emäsparin pituisen alueen. 
Alukkeet PAF+PAR monistavat samasta geenistä noin 600 emäsparin pituisen alueen, ja 
alukkeet P1+P2 proteiinia σC koodaavasta geenistä noin 1000 emäsparin pituisen alueen. 
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Taulukko 1. 
aluke sekvenssi 
ReoS2 F 5´-tycaaatyacscagagrcattt-3´ 
ReoS2 R 5´-cyaycacccactgycgratrca-3´ 
P1 5´-agtatttgtgagtacgattg-3´ 
P4 5´-ggcgccacaccttaggt-3´ 
PAF 5´-acttcttytctacgcctttcg-3´ 
PAR 5´-atyaawdcwcgcatctgctg-3´ 
a = adenosiini y = tymiini tai sytosiini 
t = tymiini r = adenosiini tai guaniini 
c= sytosiini s = guaniini tai sytosiini 
g = guaniini w = adenosiini tai tymiini 
 
 
3.4 RT-PCR 
 
RT-PCR tehtiin OneStep RT-PCR -kitillä (Qiagen), jossa yhdellä reaktioseoksella 
aikaansaadaan sekä RNAn kääntäminen cDNAksi että PCR-reaktio spesifeillä alukkeilla 
cDNAsta. Reaktioseos kuvataan taulukossa 2 ja ajo-olosuhteet taulukossa 3. Kontrolleille 
käytettiin 2 µl RNA:ta, näytteille 5 µl, jolloin veden osuutta vastaavasti pienennettiin 3 
µl:lla.  Negatiivisena kontrollina kaikissa PCR-reaktioissa käytettiin RNAasivapaata  vettä 
(Sigma). Optimaalinen alukkeiden sitoutumislämpötila haettiin kontrollikannoilla ajamalla 
reaktio gradienttiajolla, jossa sopiva lämpötila haettiin väliltä 48 °C – 60 °C. PCR-reaktion 
onnistuminen todettiin ajamalla reaktiotuotteet 2 % agaroosigeelissä (100 V, 1,5 tuntia), 
joka sisälsi 0,3 µg/ml etidiumbromidia. Geeli kuvattiin UV-valossa, jolloin monistunut 
DNA näkyi fluoresoivana viivana. Alukkeilla ReoS2 tutkittiin 38 näytettä, alukkeilla 
P1+P4 ja PAF+PAR tutkittiin molemmilla viisi näytettä. Kontrollikannat tutkittiin kaikilla 
kolmella alukeparilla. 
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Taulukko 2. 
5x puskuri 10 µl 
dNTPt 2 µl 
alukkeet (50pmol/µl) 1 µl + 1 µl  
RNAasi inhibiittori 0,4 µl 
entsyymi-mix 2 µl 
vesi 31,6 µl tai 28.6 µl 
RNA 2 µl tai 5 µl 
 
Taulukko 3. 
vaihe lämpötila aika 
1  + 50 ° C 30 min 
2  + 94 ° C 15 min 
3  + 94 ° C 1 min 
4  + 52 ° C 1 min 
5  + 72 ° C 1 min 
6  siirry 3. vaiheeseen 44 kertaa  
7  + 72 ° C 5 min 
8  + 10 ° C 18 h 
9 lopetus   
 
 
3.5 Real time RT-PCR 
 
Real time RT-PCR tehtiin Power SYBR Green RNA-to-Ct 1-Step- kitillä (Applied 
Biosystems).  Myös tällä kitillä sekä RT-reaktio että PCR-reaktio tapahtuvat samassa 
seoksessa. SYBR-green on molekyyli, joka sitoutuu kaksijuosteiseen DNAhan ja emittoi 
tällöin valoa. Ajon etenemistä voidaan seurata reaaliaikaisesti, sillä monistunut DNA näkyy 
fluoresenssina. Ajon lopussa on melt-curve – vaihe, jossa lämpötila nousee asteittain + 60 
°C:ta ylöspäin ja tietyssä lämpötilassa 50 % DNAsta on yksi- ja 50 % kaksijuosteisena. 
Tämän lämpötilan kohdalla mitatun fluoresenssin muutos on maksimaalinen ja näkyy 
piikkinä melt curve – kuvaajassa. Kyseistä lämpötilaa merkitään Tm:llä, ja se on kullekin 
DNA-molekyylille ominainen.  Reaktioseos on esitetty taulukossa 4, ja ajo-olosuhteet 
taulukossa 5. Real time RT-PCR ajo tehtiin alukkeilla ReoS2 kontrollikannoilla vr826 ja 
reo tanskalainen. 
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Taulukko 4. 
Power mix 10 µl 
entsyymi-mix 0,16 µl 
alukkeet (50pmol/µl)  0,4 µl + 0,4 µl  
vesi 7,04 µl 
RNA 2 µl 
 
Taulukko 5. 
1  + 48 ° C 30 min 
2  + 95 ° C 15 min 
3  + 95 ° C 15 s 
4  + 55 ° C 15 s 
5  + 72 ° C 15 s 
6  siirry 3. vaiheeseen 44 kertaa  
7  + 72 ° C 5 min 
8  + 60 ° C + 0,3 ° C  
9 lopetus   
 
 
3.6 RT-PCR:n herkkyyden määritys 
 
Kontrollikannan vr826 viruspitoisuus määritettiin tekemällä näytteestä laimennossarja 
HANK´S:iin (10 -1-10 -10). Vero-solut infektoitiin 96-kuoppalevyllä niin, että yhden levyn 
kaikkiin kuoppiin lisättiin 23µl kutakin viruslaimennosta ja noin 15 000 Vero-solua. Levyjä 
inkuboitiin +37 °C hiilidioksidikaapissa viikko, jonka jälkeen laskettiin kustakin levystä 
kuopat, joissa CPE havaittiin. Tällä plakkititrauksella laskettiin infektiivisten 
viruspartikkelien määrä näytteessä. RT-PCR tehtiin vastaavasta laimennossarjasta ja 
todettiin geeliajolla laimennos, jolla tuotetta vielä syntyy. Tästä laskettiin PCR:n herkkyys.  
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3.7 Viruksen kasvatus soluviljelmässä 
 
Infektointiin käytettiin vuorokauden ikäisiä Vero- ja BHK-soluja. Solut huuhdeltiin 
kahdesti HANK´S + 2 % PS-liuoksella (Gibco) ja pulloihin lisättiin 0,5 ml 
virussuspensiota. Tunnin inkuboinnin (+37 °C) jälkeen lisättiin 6 ml elatusainetta. 
Elatusaineena käytettiin Vero-soluille MEM +10 % FBS + 1 % L-glutamiini + 1 % NEAA 
+ 2 % PS (Gibco) ja BHK -soluille D-MEM +10 % FBS + 1 % L-glutamiini + 1 % NEAA 
+ 2 % PS (Gibco). Pulloja inkuboitiin +37 °C:ssa ja kasvua seurattiin päivittäin 
mikroskoopilla. Vero- ja BHK -solut infektoitiin kolmella kontrollikannalla ja kasvatettiin 
yhden viikon mittaisen pasaasin. Vero-solut infektoitiin lisäksi neljällä näytesuspensiolla 
(Li 13918, Li 13922, Li 13931 ja Li 14221). Näytteitä kasvatettiin neljä viikon mittaista 
pasaasia. 
 
3.8 Muualla tehdyt analyysit  
 
Broilereista ja kalkkunoista tehtiin patologinen tutkimus Eviran patologian osastolla, josta 
jänne- ja jännetuppipalat sekä nivelnestenäytteet lähetettiin virologiseen tutkimukseen. 
Lisäksi tulehduskohdista otettiin näytteet bakteeriviljelyä varten.  
Kolme jännenäytettä lähetettiin edelleen tutkittavaksi elektronimikroskopialla Haartman-
instituuttiin. 
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4 Tulokset 
 
4.1 RT-PCR 
 
RT-PCR tehtiin kolmella eri alukeparilla. Alukkeilla ReoS2 ja PAF+PAR kaikki 
kontrollikannat tuottivat spesifisen tuotteen, alukkeilla P1+P4 vr826 ja reo tanskalainen 
monistuivat, TVAV ei. Alukkeilla ReoS2 ei muodostunut lainkaan epäspesifisiä tuotteita. 
Alukkeilla P1+P4 ja PAF+PAR jonkin verran epäspesifisiä tuotteita muodostui, kuitenkin 
niin, että oikea tuote erottui näistä huomattavasti kirkkaampana (kuva 3).  
 
Yhdessäkään tutkituista näytteistä spesifistä tuotetta ei muodostunut millään kolmesta 
alukeparista, heikohkoa epäspesifistä monistumista havaittiin lähes kaikissa näytteissä 
kaikilla alukkeilla. Tulokset on esitetty taulukossa 6.  
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Kuva 3. Näyte 1 = vr826, 2 = reo tanskalainen ja 3 = TVAV. Oikean kokoiset tuotteet 
laatikoitu.  
A: Alukkeilla ReoS2 kaikilla kannoilla syntyi oikeankokoinen tuote (noin 240 emäsparia). 
Kannan TVAV tuote näkyy kuvassa huonosti, mutta oli geelillä selkeä. 
 
B: Alukkeilla P1+P4 kannoilla vr826 ja reo tanskalainen syntyi oikeankokoinen tuote (noin 
1000 emäsparia), TVAV-kannalla oikeankokoista tuotetta ei syntynyt. 
 
C: Alukkeilla PAF+PAR kaikilla kannoilla syntyi oikeankokoinen tuote (noin 600 
emäsparia). 
 
 
ReoS2 
1 2 3 1 2 3 
P1+P4 PAF+PAR 
1 2 3 
100 
200 
300 
600 
100 
600 
A 
600 
1500 
C B 
300 
400 
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Taulukko 6. Näytteet, tutkimukset sekä niiden tulokset. 
  
    Li-numero Näyte ReoS2 P1+P4 PAF+PAR soluviljely EM 
1 kalkkuna  -  12739 J neg  -   -  -  -  
2 kalkkuna  -  12740 J neg  -   -  -  -  
3 broileri T 13905 J neg neg neg -  -  
3 broileri T 13914 S neg  -   -  -  -  
4 broileri T 13906 J neg  -   -  -  -  
4 broileri T 13915 S neg neg neg -  -  
5 broileri T 13916 S neg  -   -  -  -  
6 broileri T 13917 S neg  -   -  -  -  
7 broileri T 13918 S neg  -   -  neg  -  
8 broileri T 13910 J  -   -   -  - neg 
8 broileri T 13919 S neg  -   -  -  -  
9 broileri T 13920 S neg  -   -  -  -  
10 broileri T 13921 S neg  -   -  -  -  
11 broileri T 13913 J neg  -   -  -  -  
11 broileri T 13922 S neg  -   -  neg  -  
12 broileri T 13923 J neg neg neg -  -  
13 broileri T 13924 J neg  -   -  -  -  
14 broileri T 13925 J neg  -   -  - neg 
15 broileri T 13926 J neg  -   -  -  -  
16 broileri T 13927 J neg  -   -  -  -  
17 broileri T 13928 J neg  -   -  -  -  
18 broileri T 13929 J neg  -   -  -  -  
19 broileri T 13930 J neg  -   -  -  -  
20 broileri  -  13931 J neg neg neg neg  -  
21 broileri  -  13932 J neg  -   -  -  -  
22 broileri  -  13933 J neg  -   -  -  -  
23 broileri  -  13934 J neg  -   -  -  -  
24 broileri  -  13935 J neg  -   -  -  -  
25 broileri  -  13936 J neg  -   -  -  -  
26 broileri  -  13937 J neg  -   -  -  -  
27 broileri  -  13938 J neg  -   -  -  -  
28 broileri T 14221 J neg  -   -  neg  -  
29 broileri T 14223 J neg neg neg -  -  
30 broileri T 14226 J  -   -   -  - neg 
31 broileri T 14777 J neg  -   -  -  -  
32 broileri T 14778 J neg  -   -  -  -  
33 broileri T 14779 J neg  -   -  -  -  
34 broileri T 14780 J neg  -   -  -  -  
35 broileri V 15845 J neg  -   -  -  -  
36 broileri V 15846 J neg  -   -  -  -  
37 broileri V 17005 J neg  -   -  -  -  
38 broileri V 17006 J neg  -   -  -  -  
39 broileri V 17007 J neg  -   -  -  -  
V =vanhempaispolvi EM = elektronimikroskopia    
T =tuotantopolvi  neg = negatiivinen tulos    
J = jänne ja jännetuppi       
S= synovia         
 - ei tietoa / ei tutkittu       
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4.2 Real time RT-PCR 
 
Alukkeilla ReoS2 kontrollikannat vr826 ja reo tanskalainen tuottivat selkeän melt curve-
piikin, jossa Tm oli noin 82 - 83 °C (kuva 4). Kun tuotteet ajettiin geeliin, havaittiin oikean 
kokoinen tuote. Alukepareilla P1+P4 ja PAF+PAR ajo ei tuottanut tuloksia. 
 
 
Kuva 4.  
A: Fluoressenssin kasvu syklien edetessä.  
B: Fluoressenssin muutos lämpötilan noustessa ajon melt curve – vaiheessa. Negatiivinen 
kontrolli aiheutti piikin huomattavasti alemmassa lämpötilassa kuin viruskannat. Kannan 
reo tanskalainen Tm = 82,92 °C ja kannan vr826 Tm= 82,17 °C. 
  
 
A. Fluresenssi vs syklit 
sykli lämpötila 
0,00 
3,00 
2,50 
2,00 
1,50 
1,00 
0,50 
vr826 
Reo tanskalainen 
neg 
B. Melt curve 
Fluoresenssin muutos vs lämpötila 
neg 
Reo tanskalainen vr826 
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4.3 RT-PCR:n herkkyyden määritys 
 
Viruslaimennoksella 10 -5 infektoidulla levyllä havaittiin CPE vain kahdessa kuopassa. 
Voitiin olettaa, että näissä kuopissa CPE oli lähtöisin vain yhdestä infektiivisestä 
virusyksiköstä (plague forming unit eli pfu), ja laskettiin kyseisen laimennoksen 
virustiitteri (96 x 23 µl = 2,208 ml, josta laskemalla 2 pfu/ 2,208 ml ≈ 0,9 pfu/ml), ja tästä 
saatiin edelleen alkuperäisen näytteen virustiitteriksi 0,9 x 10 5 pfu/ml. PCR:n tulokset 
esitetään kuvassa 5. Laimennos 10-4 on suurin laimennos, jolla tuote näkyy selvästi. 
Virustiitteri tässä laimennoksessa on noin 9 pfu/ml. RNA-eristykseen käytettiin 140 µl 
suspensiota, jonka RNA liuotettiin 30 µl:aan vettä. 30 µl RNA:ta sisälsi siis RNA:n 1,26 
infektiivisestä virusyksiköstä, joten kahdessa mikrolitrassa oli RNA 0,084 infektiivisestä 
virusyksiköstä. Laskennallinen RT-PCR:n herkkyys oli näinollen 0,084 pfu. 
 
 
Kuva 5. RT-PCR:n herkkyyden määritys. 
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4.4 Viruksen kasvatus soluviljelmässä 
 
Vr826 ja reo tanskalainen kasvoivat vain Vero-soluissa tuottaen selkeän CPE:n neljässä 
vuorokaudessa. BHK-soluissa CPE:tä ei havaittu yhden viikon mittaisen pasaasin aikana. 
TVAV kasvoi sekä Vero- että BHK-soluissa tuottaen vahvan CPE:n Vero-soluissa 
vuorokaudessa ja BHK-soluissa kahdessa vuorokaudessa. Mikään neljästä näytteestä ei 
tuottanut CPE:tä Vero-soluissa neljän pasaasin aikana. 
 
4.5 Muualla tehdyt analyysit  
 
Bakteeriviljelyn perusteella kolmessa näytteessä kasvoi Staphylococcus aureus -bakteeri. 
Kaikki muut näytteet olivat steriilejä.  
 
Elektronimikroskopiassa jännenäytteistä ei löytynyt viruksia. 
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5 Tulosten tarkastelu 
 
5.1 RT-PCR 
 
RT-PCR toimi hyvin kaikilla kolmella kontrollikannalla kahdella alukeparilla (ReoS2 ja 
P1+P4). Vain alukkeilla PAF+PAR yksi kontrollikannoista (TVAV) ei monistunut, mutta 
kaksi muuta kontrollikantaa (vr826 ja reo tanskalainen) monistuivat. Eri viruskantojen 
genomien eroavaisuudet aiheuttavat sen, että alukkeet eivät aina toimi eri kannoilla yhtä 
tehokkaasti. Nämä alukkeet olivat kuitenkin suunniteltu alueille, joissa eroavaisuudet eri 
kantojen välillä ovat mahdollisimman pienet, ja ne olivatkin toimineet hyvin useilla eri 
reoviruskannoilla (Ke ym. 2006)(Zhang ym. 2006)(Kant ym. 2003). Alukkeet ReoS2 
valittiin diagnostiseen käyttöön reovirusten osoitukseen. Niissä ei ollut epäspesifistä 
monistumista. Lisäksi niiden tuote on pieni, jolloin monistuminen PCR:llä on 
tehokkaampaa, kuin pidempien tuotteiden kohdalla. Sen koko voidaan myös todeta tarkasti 
lyhyellä geeliajolla. 
 
Näytteissä spesifistä monistumista ei havaittu millään kolmesta alukeparista. Tämä viittaa 
hyvin vahvasti siihen, että näyte ei sisältänyt reoviruksia. PCR on menetelmänä hyvin 
herkkä ja lisäksi sillä voidaan todeta myös ei-infektiivisiä viruksia. Näin ollen ei ole syytä 
epäillä, että negatiivinen tulos voisi johtua virusten tuhoutumisesta näytteiden käsittelyn 
aikana. Mikäli jänteissä, jännetupissa ja nivelnesteissä olisi ollut reoviruksia, olisivat ne 
erittäin todennäköisesti näkyneet PCR:llä. Kuitenkin näytemateriaalin valintaan ja 
mahdollisesti myös näytteiden esikäsittelyyn tulisi löytää parempia vaihtoehtoja, jotta 
artriittia ja tenosynoviittia voisi diagnosoida RT-PCR-menetelmällä.. 
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5.2 Real time RT-PCR 
 
Vain ReoS2-alukkeet osoittautuivat käyttökelpoisiksi real time RT-PCR:ssä. Kahden 
kontrollikannan Tm -arvo erosivat toisistaan hieman alle yhdellä °C:lla. Tämä ero johtuu 
kantojen pienistä eroista monistuneen alueen sekvensseissä ja mittausepätarkkuudesta. Mitä 
lähempänä monistuneen alueen sekvenssit ovat toisiaan, sen lähempänä ovat myös Tm -
arvot. Negatiivisessa kontrollissa näkyvä fluoresenssin nousu kuvassa 3A johtuu 
alukkeiden aiheuttamasta epäspesifisestä sitoutumisesta toistensa kanssa. Tämä näkyy 
myös kuvassa 3B, jossa negatiivisen kontrollin melt curve – piikki näkyy, mutta on 
selkeästi alemmassa lämpötilassa, kuin positiivisilla kontrolleilla. Tämä ei haittaa tulosten 
tulkintaa, kun tiedetään, missä lämpötilassa monistettavan alueen piikin tulisi näkyä. Real 
time RT-PCR -menetelmän tärkeimpänä etuna tavalliseen RT-PCR:ään nähden on nopeus, 
sillä tulokset saadaan heti ajon loputtua, eikä geeliajovaihetta tarvita ollenkaan. Ajon 
etenemistä voidaan seurata reaaliaikaisesti fluoresenssin kasvuna sykli sykliltä. 
Positiivisten kontrollien fluoresenssi nousi aiemmin, kuin negatiivisessa kontrollissa, ja 
fluoresenssit olivat korkeammat. Näiden perusteella saadaan viitettä tuloksista jo ennen 
ajon loppua. Real time RT-PCR on yleensä tavallista RT-PCR:ää huomattavasti herkempi, 
joten pienempi virusmäärä voidaan havaita (Ke ym. 2006). Real time RT-PCR:n herkkyyttä 
ei kuitenkaan määritetty näillä alukkeilla. Kaksi muuta alukeparia eivät tuottaneet oikean 
kokoisia tuotteita tällä menetelmällä, vaikka ne tavallisessa RT-PCR:ssä toimivat hyvin. 
Tähän on todennäköinen selitys se, että SYBR Green – kitin reagenssit ja niiden 
konsentraatiot eivät olleet näille alukkeille optimaaliset, vaan menetelmää olisi pitänyt 
optimoida lisää. Se ei kuitenkaan ollut tarpeen, sillä alukkeilla ReoS2 menetelmä toimi 
hyvin. 
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5.3 RT-PCR:n herkkyys 
 
RT-PCR:n herkkyys alukkeilla ReoS2 määritettiin laimennossarjalla. Viimeinen selvästi 
havaittava tuote näkyi laimennoksella 10 -4. Menetelmän herkkyydeksi laskettiin 0,084 pfu. 
Täysin tarkkaa arvoa herkkyydelle ei voida määrittää, sillä PCR ei tee eroa infektiivisten ja 
ei-infektiivisten virusten välillä. Voidaan olettaa, että näytteessä on aina jonkin verran ei-
infektiivisiä viruspartikkeleita, joita ei voida havaita plakkititrauksella, mutta jotka näkyvät 
kuitenkin PCR:ssä. Yksi pfu eli virusmäärä joka tuottaa CPE:n soluviljelmässä voi olla 
paljon suurempi määrä viruspartikkeleita, kuin yksi (Hierholzer & Killington 1996). 
Viruksen ominaisuuksista riippuen se voi olla jopa sata viruspartikkelia. Lisäksi 
plakkititraus ei ole kovin tarkka menetelmä, vaan se antaa vain summittaisen arvion 
virusmäärästä. Todellinen PCR:n herkkyys on siis todennäköisesti jonkin verran suurempi 
virusmäärä, kuin laskennallisesti saatiin tulokseksi. Mikäli virusnäytettä on käsitelty 
asianmukaisesti niin, että mahdollisimman vähän virusta hajoaa, ei voida olettaa todellisten 
infektiivisten ja ei-infektiivisten virusten osuuksien poikkeavan toisistaan merkittävästi. 
Plakkititrausmenetelmä antaa osviittaa menetelmän herkkyydestä ja on erityisen 
käyttökelpoinen vertailtaessa eri menetelmien herkkyyksiä samalla virusnäytteellä. 
 
5.4 Viruksen kasvatus 
 
Kaikki kontrollikannat kasvoivat Vero-soluissa muodostaen hyvin selkeän CPE:n. Vain 
TVAV tuotti CPE:n myös BHK-soluissa. Monesti virusten on ensin adaptoiduttava tiettyyn 
solutyyppiin, joten ensimmäisen pasaasin jälkeen CPE ei ole aina havaittavissa. On 
mahdollista, että myös kaksi muuta kontrollikantaa olisivat kasvaneet BHK-soluissa, jos 
pasasointia olisi jatkettu. Se ei kuitenkaan ollut työn kannalta tarpeellista, sillä kasvu Vero-
soluissa oli riittävän tehokasta.  
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Näytteissä CPE:tä ei muodostunut Vero-soluihin, vaikka kasvatusta jatkettiin neljänteen 
pasaasiin saakka. Sen voidaan olettaa olevan riittävä aika virukselle adaptoitua kyseisiin 
soluihin. Tästä voidaan päätellä, että näytteissä ei ollut infektiivistä virusta. Näytteiden 
käsittely suoritettiin niin, että mahdolliset virukset säilyttäisivät infektiokykynsä. Voidaan 
siis todeta, että näytteet eivät sisältäneet elävää reoviruksia, eivätkä muitakaan viruksia, 
jotka voivat kasvaa Vero-soluissa. 
 
5.5 Yhteenveto 
 
Kaikki tehdyt kokeet viittaavat siihen, että näytteet eivät sisältäneet reoviruksia. 
Jäljellejäävät mahdollisuudet ovat siis ne, että jännetulehdus ei ollut reovirusten 
aiheuttamaa tai virusta ei ollut näytteissä, vaikka se oli oireet aiheuttanutkin.  
 
Kolmessa näytteessä todettu Staphylococcus aureus – kasvu on tavallinen löydös 
tulehduksissa. Se ei kuitenkaan ole alkuperäinen tulehduksen aiheuttaja, vaan on löytänyt 
sopivan kasvuympäristön tulehdusalueelta, kun virus on ensin luonut suotuisat olosuhteet. 
Myöskään elektronimikroskopiassa viruksia ei jännenäytteistä löytynyt.  
 
Ilmeisesti jänne ja jännetuppi ovat näytemateriaalina hyvin haastavia virustutkimukselle. 
Lisäksi tulehduksen pitkäaikaisuuden aiheuttama kroonistuminen voi osaltaan vaikeuttaa 
reovirusten eristystä nivelen alueelta. On mahdollista, että virus on alun perin aiheuttanut 
tulehduksen, mutta sitä ei ole enää läsnä, vaikka tulehdusreaktio jatkuu edelleen. On 
raportoitu, että 30 päivää kokeellisen infektion jälkeen reovirusta ei voida enää eristää 
siipikarjan elimistä (Menendez ym. 1975). Luultavasti virusten eristys jänteestä olisi 
mahdollista, mikäli jännenäyte voitaisiin ottaa jo tulehduksen alkuvaiheessa. Tämä on 
kuitenkin hyvin vaikeaa, sillä tulehdukset havaitaan vasta teurastamossa, jolloin tulehdus 
on jo kroonisessa vaiheessa. Varmaan diagnoosiin pääsy edellyttäisi kuitenkin viruksen 
löytymistä jänteistä.  
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RT-PCR -menetelmä alukkeilla ReoS2 on mitä ilmeisimmin käyttökelpoinen 
diagnoosimenetelmä reovirusten toteamiseksi, sillä se toimi erinomaisesti kaikilla 
kontrollikannoilla. Real-time-RT-PCR samoilla alukkeilla on myös toimiva ja 
todennäköisesti jopa tavallista RT-PCR- menetelmää herkempi. Sen lopullinen 
käyttöönotto vaatisi kuitenkin lisäoptimointia. 
 
RT-PCR- menetelmä otettiin käyttöön Eviran eläintautivirologian tutkimusyksikössä 
lintujen reovirusten diagnosoimiseksi (liite1). 
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6 Liite 1 
 
Lintujen reoviruksen toteaminen RT-PCR-menetelmällä  
 
1 Menetelmän tarkoitus ja soveltamisala  
 
2 Määritelmä ja periaate  
Soveltuu lintujen reoviruksen osoittamiseen. 
2.1 Määritelmä  
Lintujen reovirus (avian reovirus ARV) on RNA-virus. Se kuuluu Reoviridae-
heimoon ja Orthoreovirus-sukuun. Reovirusinfektiot ovat usein subkliinisiä, 
mutta virukset  voivat olla muiden patogeenien ohella mukana aiheuttamassa 
monenlaisia oireita. Erityisesti broilereille reovirukset voivat aiheuttaa 
kinnernivelen artriittia ja tenosynoviittia. Taudin oireisiin liittyy vihreät 
tulehtuneet nilkat ja usein myös akillesjänteen repeämä. Reoviruksia  
tavataan yleisesti myös kliinisesti oireettomissa linnuissa.  
2.2 Periaate  
PCR ( polymerase chain reaction) on tehokas ja herkkä menetelmä, jonka 
avulla voidaan muutamsta DNA-molekyylistä monistaa DNA-polymeraasi 
entsyymin avulla parissa tun-nissa kymmeniä tai satoja miljoonia DNA-
molekyylejä. Monistettavan DNA-alueen mää-räävät PCR:ssä käytettävät 
alukkeet. Ne ovat noin 20 emäksen mittaisia, yksisäikeisä DNA-paloja, jotka 
emäsjärjestyksensä perusteella pariutuvat monistettavan DNA-jakson alkuun 
ja loppuun. Alukkeet toimivat PCR-reaktiossa putkeen lisättävän DNA-
polymeraasin synteesin aloituspalikkoina ja entsyymi monistaa niiden välistä 
DNA:ta. Kun PCR-reaktioseosta vuoroin kuumennetaan ja jäähdytetään, 
alukkeet tarttuvat yhä uudel-leen DNA:han ja tarttumista seuraava DNA-
synteesi toistuu. Näin alukkeiden rajaama DNA-jakso monistuu 
eksponentaalisesti.  
Jotta PCR-menetelmää voidaan käyttää RNA viruksen osoittamiseen, on 
viruksen RNA-genomista ensin valmistettava käänteiskopioija-entsyymin ja 
alukkeen avulla komplemen-taarinen DNA (cDNA), joka toimii mallina PCR-
monistuksessa.  
 
3 Mahdolliset virhelähteet ja työturvallisuus  
Kontaminaatiot eli positiivisen tai negatiivisen näytteen siirtyminen 
virheellisten työtapojen tai ympäristön kautta tutkittavaan näytteeseen. 
Kontaminaatioiden esiintymistä seurataan testiin lisättävien negatiivisten 
kontrollien avulla. Kontaminaatioita estetään tarkkailemalla jatkuvasti 
työtapoja ja noudattamalla toimintaohjetta VIRT 257. 
 
4 Ympäristöolosuhteet, testaustilat  
Jokainen työvaihe tehdään omassa tilassaan toimintaohjeen Evira VIRT 257 
mukaan  
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5 Laitteet ja välineet  
5.1 Kertakäyttökäsineitä  
5.2 Eppendorf putkia (1,5 ja 0,5 ml), molekyylibiologia-laatu  
5.3 Pakastin yläraja –65 °C  
5.4 Pakastin yläraja – 18 °C  
5.5 Finnpipettejä  
5.6 Pipetinkärkiä, suodattimella varustettuja  
5.7 Mikrosentrifuugi  
5.8 PCR-laite  
5.9 Mikroaaltouuni  
5.10 Virtalähde  
5.11 Elektroforeesilaitteisto  
5.12 Kuvantamislaite  
 
6 Kalibrointi  
Laitteiden kalibrointi erillisen ohjeen mukaan.  
 
7 Reagenssit ja/tai elatusaineet  
7.1 OneStep RT-PCR-kitti, tuotenumero 210210 (25 kpl) tai 210212 (100 kpl)  
7.2 Nukleaasivapaa vesi, Sigma W-4502  
7.3 RNase-inhibiittori, 20U/µl, Applied Biosystems 
7.4. Alukkeet  
RT-PCR: (Syntyvä tuote 240 nt)  
ReoS2 F: 5´ tyc aaa tya csc aga grc att t 3´ =>  
ReoS2 R: 5´ cya yca ccc act gyc gra trc a 3´ <= 
Alukkeita säilytetään huoneen D 219 pakastimessa. 
7.5. Kontrollit 
Positiivisina kontrolleina käytetään kantoja vr826, reo tanskalainen tai TVAV. 
 
8 Näytteen esikäsittely 
8.1. RNA eristetään soluvapaista näytteistä QIAamp Viral RNA Mini-kitillä (Qiagen, cat. n:o 
52904, 52906, VIRTYO 166) 
8.3. Soluviljelmistä / soluja sisältävistä näytteistä RNA eristetään Qiagenin RNeasy mini –
kitillä (Qiagen, cat. n:o 74104 tai 74106, VIRTYO 150 
 
9 Suoritus  
Työskennellään toimintaohjeen VIRT 257 mukaan.  
9.1 Menetelmässä ei ole erillistä cDNA-synteesivaihetta, vaan cDNA-synteesi- ja PCR-
reaktiot tapahtuvat samassa putkessa.  
9.2 Valmistetaan PCR-mix puhtaassa tilassa, siis huoneen D 219 laminaarikaapissa 2.28 
tai 2.29  
PCR- mixit yhtä putkea varten: 
5x puskuri  10 µl 
dNTP   2 µl 
alukkeet (50pmol/µl) 1 µl + 1 µl  
RNAasi inhibiittori 0,4 µl 
entsyymi-mix  2 µl 
vesi   28.6 µl 
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Kerrotaan edellä olevat volyymit näytteiden määrällä (huomaa myös positiivinen ja nega-
tiivinen kontrolli). Mixit jaetaan puhtaassa huoneessa 0.5ml:n eppendorf-putkiin 45 µl 
/putki.  
Siirrytään huoneeseen D 218, laminaarikaappiin 2.27.  
Pidetään putket jäillä. Lisätään 5 µl RNA:ta kuhunkin putkeen. Näytteen lisäyksen jälkeen, 
setrifugoidaan nopeasti mikrosentrifuugilla reagenssit pohjaan. 
 
Ajetaan OneStep RT-PCR-ohjelma REO3: 
 
1.  + 50 ° C 30 min 
2.  + 94 ° C 15 min 
3.  + 94 ° C 1 min 
4.  + 52 ° C 1 min 
5.  + 72 ° C 1 min 
6.  siirry 3. vaiheeseen 44 kertaa  
7.  + 72 ° C 5 min 
8.  + 10 ° C 18 h 
9.  lopetus  
 
9.3 Agaroosigeelielektroforeesi  
Valmistetaan 2 % agaroosigeeli ja ajetaan 10 µl näytteet kustakin putkesta VIRTYO 153 
mukaan.  
9.4 Valokuvaus  
VIRTYO 156 mukaan.  
9.5 Jätteiden hävitys  
Etidiumbromidia sisöltävät geelit kerätään vetokaapissa olevaan astiaan. Astioiden tätyttyä 
jätevastaava hoitaa jätteet ongelmajätevarastoon (K-kerros) toimintaohjeen VIRT 313 
mukaisesti. Jätteen määrä ja tuottaja merkitään listaan.  
 
10 Tulokset  
10.1 Positiiviset konrollit:  
Syntyy 240 nt mittainen tuote.  
10.2 Negatiiviset kontrollit:  
Mikäli negatiivisissa kontrolleissa monistuu oikeankokoista tuotetta, testi on hylättävä.  
10.3 Tutkittavat näytteet:  
Mikäli monistustuotteita on nähtävissä, niiden kokoa verrataan positiivisiin kontrolleihin. 
Jos PCR-reaktiossa syntyy selkeä, oikeaa kokoluokkaa oleva tuote (240 nt), näyte on 
positiivinen. Näyte on negatiivinen, jos näyteputkessa ei monistu oikean kokoista tuotetta. 
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